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今一つの可能性 として,既 存薬剤の 賦再評価"が 重要であると痛感 された。Wassermanら の報
告によれば,代 表的な30種 の抗癌剤のうち,17種 の固型癌に:対し臨床的に有効あるいは無効と明
らかにされたものが驚 く程少なく,大 部分の薬剤が"効 果未定 りであった。著者は,こ の 駅薬剤
の再評価"の 必要性を立証する目的で,対 象薬剤に6-thioguanineを 選び本研究を行なった。本
薬剤は,従 来,抗 白血病剤として評価 されてきたが,最 近になって固型癌にも有効性を示す可能
性が示唆され注 目されている薬剤である。上述 した如く,現 在,癌 の化学療法では多剤併用療法
が広 く行なわれ,優 れた成績が得 られているため,本 研究に於いても本薬剤を含む治療効果の高
い併用療法を開発 し,そ の臨床適応の拡大の可能性を明示する事により,本 薬剤の有用性を再評
価する事にした。また,上 述の如 くして開発された併用療法に於ける相乗効果発現の機序を解明
し,.こ の併用療法に理論的根拠を与える事も本研究の目的とした。
∬ マ ウ ス 実 験 腫 瘍 を 用 い て の6-thioguanineを 含 む 併 用 療 法 の 開 発 並 び に
そ の 抗 腫 瘍 効 果
臨 床 効 果 の 予 言 性 が高 い との評 価 を 得 て,現 在 も抗 癌 剤 の ス ク リー ニ ン グ シ ステ ム及 び人 白血
病 の実 験 モ デル と.して 用 い られ て い るL121G白 血 病 を 用 い て,現 在 臨 床 的 に使 用 され ている主 要
な抗 癌 剤 と本薬 剤 との併 用 効果 に 関 して 数組 の 実験 を 行 な った 。 そ の結 果,本 薬 剤 は ア ル キル 化
剤 との併 用,特 に我 が 国 で開 発 さ れ た水 溶 性 の ニ トロ ソ尿 素 系 抗癌 剤 で あ るACNUと の併 用 で,
移 植 初 期 のL1210白 血 病 に対 しほ ぼ完 全 な抗 腫 瘍 効果 を示 し,全 例 に 近 い担 癌 マ ウス に60日 以
上 の長 期 生 存 が み られ た。 ま た,こ の併 用 療 法 は限 局 型 の 白 血病(ip-ip)だ けではな く,全 身型
の 白血 病(iv-iv,iv-ip)に 対 して も著 効 を示 した。 更 に この併 用 療 法 は,頻 用 さ れ るマ ウス
固 型 腫 瘍 で あ るLewis肺 癌 お よ びB16メ ラノ ー マ に対 して も著 しい 抗腫 瘍 効果 を発 揮 し,多 数の
長 期 生 存 マ ウ ス が認 ゆ られ た。 ま た,そ の抗 腫 瘍 効 果 は,各 薬 剤 単 独 で認 め られ る効果 よ り も遙
か に高 い ため,相 乗 効果 に よ る も の と判 定 され た。
一 方 ,ACNUと の併 用 効果 に関 し,本 薬 剤 と,人 癌 に対 して 臨床 効 果 の確 立 してい る代 表 的 な
代 謝 拮 抗 剤 で あ る5-fluorouracilお よ びInethotrexateと の比 較 実 験 を行な った ところ,ACNU
は6-thioguanineと の併 用 で,難 治 性 の腫 瘍 系 で あ るLewis肺 癌,B16メ ラノ ー マ,及 び末 期
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L1210白 血病 に対 し,最 も高 い抗 腫 瘍 効 果 並 び に最 も広 い抗 腫 瘍 ス ペ ク トルを 示 した。更 にこの
併 用 療 法 は,移 植 初 期 の固 型 腫 瘍 に対 して のみ な らず,移 植 後7日 目 のadvancedLewis肺 癌 に
対 して も,最 大 の腫 瘍 縮 少 効 果 お よ び最 高 の延 命 効 果 を 示 す 事 が 明 らか と な った 。
皿6-ThioguanineとACNUの 併 用 療 法 に 於 け る 相 乗 的 治 療 効 果 の 発 現 機 序
の 解 析
上 述 した併 用 実験 で,6-thioguanineを 単 独 投 与 した場 合 に は,こ れ らの 難 治 性 腫 瘍 に対 し
有 意 の 抗腫 瘍 効果 は全 く認 め られ な か った に も拘 らず,6-thioguanineはACNUと の 併 用 で相
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乗 的 治療 効果 を発 現 させ た。 従 って,こ の併 用 療 法 に於 け る相 乗 効 果 発 現 の機 序を 解 明 す る事 は
興 味 の あ る研 究 で あ る と共 に,こ の併 用 療 法 に理 論 的根 拠 を 付 与 す る重 要 な課 題 で あ る と思 われ
る ため,L1210白 血病 細 胞 お よ び宿 主 で あ るBDF1マ ウ スを 用 い て 以 下 の研 究 を行 な った。 先 ず,
この相 乗 効果 が,薬 剤 併 用 に よ る腫 瘍 細 胞 に対 す る直 接 の相 乗 的 殺 細 胞 作 用 に よ る も ので あ るか
否 か を,初 代 培 養 のL1210白 血 病 細 胞 を 用 い て 検 討 した。 薬 剤 濃 度 は,治 療 量 の 薬 剤 を投 与 し
た 時 に マ ウ ス体 液 中 で到 達 す るで あ ろ う濃 度,即 ち,理 論 的 最 高 濃 度(TMC)を 基 準 に して 決 定
した。 また,末 期L1210白 血病 に対 し認 め られ た 相 乗 効 果 の発 現 機 序 を 解 析 す る 事を 目的 と した
た め,マ ウ ス腹 腔 内移 植 後6日 目 の細 胞 と近 似 の倍 加 時 間 を 示 す 培 養 条 件 で検 討 を 行 な った。 更
に,腫 瘍 細 胞 の生 死 の判 定 は,軟 寒 天 コ ロニ ー形 成 法 お よ び再 増 殖 試 験 の二 種 の方 法 を 用 い て行
な い,信 頼 性 を高 め る様 に図 った。 そ の結 果,Drewinkoら の方 法 に従 って,各 薬 剤 単 独 で の生
残 率 の 積(相 加 効果)を 併 用 群 の 実 測 され た生 残 率 で除 した値 をsynergismindexと 定 め た 場
合,6-thioguanineはinvivoの 時 と 同様,今 回用 い た実 験 条 件 で は 強 い殺 細 胞 作 用 を示 さな
か った に も拘 らず,ACNUと あ併 用 で濃 度 依 存 的 にACNUの 殺 細 胞 作 用 を 増 強 させ,TMCで あ
る26μg溜 の6-thioguanineとACNU(1.5μg/紛 の 同時 処 理 で,17か ら147(中 央 値31.5)
のsynergismindexを 有 す る相 乗 的殺 細 胞 作 用 が コ ロニ ー形 成 法 で認 め られ た。 同 様 に,再 増
殖 試験 で も11か ら457(中 央 値55)のsynergismindexを 有 す る相 乗 的殺 細 胞 作 用 が認 め られ
た 。一 方,末 期L1210白 血病 に対 し低 い抗 腫 瘍 効 果 しか 示 さ なか った。ACNUとmethotrexate
の併 用 で は,両 測定 法 で3.0以 下 のsynergismindexを 示 した にす ぎ な か っ た。更 に,ACNUと
6-thioguanineの 併 用 に比 べ て約100倍 弱 い 殺 細 胞 効 果 しか 発 現 さ れ なか った。
次 に,ACNUと6-thioguanineの 併 用 療 法 に於 け る,L1210白 血 病 細 胞 に対 す るin.vi》oで
で の 抗腫 瘍 作 用 とinvitroで の殺 細 胞 作 用 との間 の相 関 性 を検 討 した と ころ,invivoで 認 め ら
れ た種 々の特 長,例 え ば併 用 効 果 に及 ぼす 薬 剤 のdose-responseの 影 響 お よ び薬 剤 の投 与 順 序
の 影 響 が,invitroで の殺 細 胞作 用 で も同様 に 明 らか に認 め られ た。 以上 の成 績 は,invivoに
於 け る相乗 的 治療 効果 とinvitroに 於 け る相 乗 的殺 細 胞 作 用 との間 に高 い 相 関 性 が あ る事 を強
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く示唆するものと思われた。
一方,宿 主動物に対する副作用に関 して併用効果を検討 した結果,致 死毒性を指標とする比較
的定量性が高いと云われている検定法で,両 薬剤を併用 した場合に発現する毒性は相加効果以下
である事が判明 した。更に,両 薬剤の用量制限因子とされている骨髄抑制を,骨 髄中の総有核細
胞数および末梢白血球数を指標 として検討 した場合にも,こ の併用療法 に於 ける副作用は相加効
果またはそれ以下であるという結果が得 られた。以上の結果より,ACNUと6-thioguanineの
併用による相乗的治療効果の主要な発現機序は,薬 剤併用により,腫 瘍細胞に対 しては相乗的な
殺細胞作用を示すが,宿 主動物に対 しては相加効果またはそれ以下の副作用 しか示さないために
よるもの,即 ち,腫 瘍細胞に対する 竪選択毒性"の 増強によるものである事を強 く示唆するもの
と思われる。
IV6-Thio6uanineとACNUの 併 用 療 法 に 於 け るL1210白 血病細胞 に対す る
相 乗 的 殺 細 胞 作 用 の 発 現 機 序 に 関 す る 一 考 察
Invitroで の殺 細 胞 作 用 に於 い て も,6-thioguanine単 独 で は 強 い殺 細 胞 作 用 を 示 さ なか っ
た に も拘 らずlACNUと の併 用 で はACNUの 殺 細 胞 作 用 を増 強 させ,相 乗 的殺 細 胞 作 用 を 惹起
した。 従 って,上 述 した 駅選 択 毒 性 の増 強"の 機 序 を解 析 す る 目的 で,L1210白 血 病 細 胞 に 対
す る こ の併 用 の相 乗 的殺 細 胞 作 用 の発 現 機 序 の解 明 を 試 み た 。各 種 代 謝 拮 抗 剤 とACNUと の 併
用 効 果 を,6-thioguanineとACNUと の併 用 と比 較検 討 した結 果,相 乗 的 殺 細 胞作 用 が発 現 す
る ため に は,用 い られ た代 謝 拮 抗 剤 が単 に核 酸 合 成 に必 要 な 前駆 物 質 の生 合 成 を阻 害 す る作 用 を
有 す る だ けで は不 十 分 で あ り,6-thioguanineと 同 様,核 酸 そ の もの の塩 基 構 造 に組 み込 まれ て,
核 酸 の構 造 変 化 を 惹 起 す る作 用 を 有 す る事 が重 要 で あ る事 が強 く示 唆 され た 。 一 方,代 表 的 な ア
ル キ ル化 剤 で あ るnitrogenmustard等 を 用 い てL 、1210白 血病 に対 す る6-thioguanineと の併
用 効 果 を 検 討 した とこ ろ,ACNUと は全 く異 った 結果 が得 られ た。 こ の事 は,同 じアル キル 化 剤
に属 して も,ACNUの 作 用 機 序 は通 常 の アル キル 化剤 と は異 質 の も ので あ る 事 を示 唆 す る も の
と思 わ れ た。
以 上 の 結 果 よ り次 の 様 な 考察 を 行 な った。ACNUの 非 酵 素 的 分解 に よ り生 じ る,ア ルキル 化能
を 有 す るchloroethylcarboniumionに よ り,DNA二 重 らせ ん のguanine-06とcytosine-
N4と の 間 に細 胞 死 に重 要 と考 え られ て い るcross-linkingが 生 じ る。 こ の 際,DNA鎖 中 の
guanineが 予 め6-thioguanineに 置 換 され て い る場 合 には,6-thioguanine-S6の ア ル キル 化
剤 に対 す る高 い反 応 性 に よ り,よ り多 くのcross-1inkingが 生 じ るで あ ろ う。 一方,6-thio-
guanineの 殺 細 胞 作 用 が,核 酸 中 へ の,特 にDNAへ の 本 薬 剤 の転 入 と関連 ず け う る とす るな ら
ば,本 薬 剤 が正 常 細 胞 に比 し腫 瘍 細 胞 へ よ り多 く選 択 的 に転入 して い る事 を 示 唆 す る報 告 が 既 に
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あ る。 従 って,抗 癌 剤 で あ るACNUそ れ 自身 が 有 す る腫瘍 選 択 性 と相 ま って,ACNUは6-thio-
guanineと の併 用 によ り,腫 瘍 細 胞 に 対 レて一 層選 択 的 に,そ ⑱殺 菌 細 胞 作 用 を発現 す る事 が 出
来 るも の と推 察 され た 。
V結 語
癌 の化 学 療 法 に於 い て,現 在 使 用 しう る薬 剤 の 少 な さを 顧 み る時,よ り選 択 毒 性 の高 い新 抗 癌
剤 を探 究 す る努 力 は 増 々払 わ れ な け れ ば な らな い が,同 時 に,我 々 が現 在 所 有 して い る数 少 な い
貴 重 な薬 剤 に対 し,改 め て 慎 重 な注 意 が 払 わ れ る必 要 が あ る と思 わ れ る。ACNUは 近 年 我 が 国
で合 成 開発 され た薬 剤 で あ り,そ の 臨 床 治験 の 歴 史 は 浅 い が,既 に種 々の人 癌 に対 す る有 効性 が
報 告 され て い る。 一 方,6-thioguanineは 抗 白 血病 剤 と して評 価 さ れ て き た が,近 年,固 型 癌 に
も有 効 性 を 示 す 可 能 性 が 示 唆 され た 。 従 って,本 研 究 で得 られ た実 験 成 績 は,こ のACNUと6-
thioguanineの 併 用 療 法 は 急性 白 血病 に対 して の み な らず,種 々 の人 癌 に対 して もそ の有 効性 が
期 待 され る事 を 強 く示 唆 し,そ の 意 味 で,本 研 究 に よ り6-thioguanineの 臨 床適 応 の拡大 の可能
性 が 明示 され,既 存 薬 剤 の 再評 価 の 必 要 性 が 立 証 され た もの と思 わ れ る。更 に 本 研 究 に よ り,
.ACNUと6-thioguanineの 併 用療 法 に於 い て,従 来 の概 念 と は全 く琴 質 の 相 乗 効果 の発 現 機 序
が推察されたが,こ の特異な発現機序がありうるならば,抗 癌剤および非抗癌剤を含めて,将 来
新 しい薬剤を研究蘭発 して行 く上で一つの興味あるモデルを提供するものと期待 される。
《 本 研 究 に 用 い た 各 種 抗 層 剤 の 構 造 式 》
































































































審 査 結 果 の 要 旨
現在,癌 治療薬 としては数多 くの化学療法剤があるが,そ れらの単独使用による効果は必ず し
も満足出来 るものではなく,よ り有効な使用法が検討されている。その一つとして作用機作の異
る抗癌剤を組合せて用いる,い わゆる多剤併用が検討され,実 際,臨 床的にも応用 されている。
著者は白血病治療薬として評価 されてきた6一 チオグアニンを軸としての他剤との併用効果を
詳細に追求 した結果,6一 チオグアニンとニ トロソ尿素型の抗癌剤であるACNUと の併用が,
白血病のみならず,他 の固型癌に対 して有効であることを見出 し,ま たその相乗効果発現の機構
を生化学的な追求によって明らかに した。
本実験 においては,ま ず,チ オグアニンと種々のアルキル化剤および抗癌性アルカロイ ド,抗
生物質などとの2剤 併用効果が,マ ウス白血病細胞を対象にして詳細に検討された。これらの実
験結果から毒性面などを考慮するとACNUが 併用剤 として最 も優れた作用を示すことが確認さ
れた。
次いでチオグアニンとACNUが 併用条件を他の薬剤 と比較 しつつ検討 し,ま た白血病以外の
マウス肺癌並びにメラノーマに対する併用効果を追求 した結果,こ の両者の併用はいつれの癌に
対しても優れた効果を発揮することを認めた。
さらに,チ オグアニンとACNU併 用による相乗効果の機作を明 らかにするたあ試験管内にお
ける殺細胞効果の機序を追求1した結果,チ オグアニ ンは単に核酸合成 に必要な前駆物質の生合成
を阻害するのみでなく,核 酸中に組み込まれ,そ の構造変化を惹起することによりACNUの 作
用を増強させることを推定 した。すなわち,チ オグアニ ンはDNA鎖 中のグアニンと入れ代り,
ACNUの 非酵素的分解 により生 じるクロルエチルカルボニウムイオンとDNAと のcross-
linkingを 容易にさせることによりチオグアニンとACNUと の相乗効果が発揮 されるものと考え
られた。
本研究の知見は新 しい併用剤の発見 に対 し理論的根拠を与えると共に,現 在,チ オグアニ ンと
ACNUの 併用効果は臨床的にも検討されつつある。以上の理由により,本 論文は博士論文とし
て充分評価 し得 るものと考える。
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